UNIVERSIDAD AUTONAMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

iy, _, g
s

CARACTERIZACION BIOQUIMICA Y MOLECULAR DE SUB-
POBLACIONES SILVESTRES DE Aedes aegypti (L) DE
VENEZUELA SOMETIDAS A PRESION CON
INSECTICIDAS DE USO COMUN

Por

LESLIE COROMOTO ALVAREZ GONZALEZ

Como requisito parcial para obtener el grado de
DOCTOR EN CIENCIAS

Diciembre, 2012



CARACTERIZACION BIOQUIMICA Y MOLECULAR DE
SUB-POBLACIONES SILVESTRES DE Aedas aegypti(L)
DE VENEZUELA SOMETIDAS A PRESION CON

INSECTICIDAS DE USO COMUN

Comité de Tesis

A

Directora: Dra/Adriana E. Flores Suarez
o

S

Secretario: Dr. Gus_;zﬁo Ponce Garcia

W

Vocal: Dr. ercado Hernandez

)

Vocal: Dr. Rail Torres Zapata

s

Vocal: Dr. }fumberto Quiroz

DirectorExterno: Dra. Milagros J. Oviedo. A.



AGRADECIMIENTOS

A Dios por siempre hacer su voluntad en mi y permitirme alcanzar una de mis
metas.

A mi familia por estar siempre a mi lado brindandome su apoyo incondicional,
lejos o cerca siempre a mi lado.

A la Universidad de los Andes, Venezuela por haberme brindado su apoyo
econdémico y permitirme realizar los estudios de Doctorado.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia Ciencia Basica, proyecto
102120 por el financiamiento econémico brindado para la realizacién de este trabajo
de tesis.

Al Consejo nacional de Ciencia y Tecnologia México por su apoyo con la beca
351734.

Al proyecto Mision Ciencia- Subproyecto Dengue por el financiamiento para
la colecta del material bioldgico.

A la Dra. Adriana Flores, mis sinceros agradecimientos su apoyo fue
fundamental tanto en lo institucional como en lo personal.

A todos los Maestros de aqui y Profesores de all& por sus oportunos consejos y
valiosa amistad.

A mis amigos venezolanos, mexicanos y todas aquellas personas que de una u
otra manera me acompanaron en momentos felices y no tan felices ocupan un lugar

invaluable en mi corazon.



DEDICATORIA

A mi hijo Juan José regalo divino que Dios me dio, lejos de ser un obstaculo

eres y siempre seras la fuente de inspiracion y el motor de mi vida....Te amo bebe.



LISTA DE FIGURAS

Figura Pagina

1. Ciclode vida de Aedes egyPti......c.ouviririiiniiiiiiierie O
2. Avance progresivo del dengue en América Latina........................oovins 11
3. Situacion epidemioldgica del dengue en Venezuela............................... 13
4. Estructura quimica del temefos............coco oo, 15
5. Estructura quimica del malation..................ooiiiiiiii 17
6. Estructura quimica de la deltametrina...............cooooiiiiiiiiii i, 20
7  Estructura del canal de sodio dependiente de voltaje.............................. 35
8. Occidente de Venezuela. Area de EStUAIO.......vvueeevienei i, 42
9. Colecta de estadios inmaduros de Ae. @egypli.........ccevvvriiiiiiiiiiininennn 43
10. Establecimiento de colonias de Ae. @8gyPi.......coevvieiiiiiniiiiiiiiiiiaaanns 45
11. Bioensayos con larvas de Ae. aegypti........c.coevriieiiiiiiiniiiiiiiiiiiaan, 47
12. Preparacion de botellas para bioensayos. .............ccoooiiiiiiiiiiiiiiiii, 49
13. Bioensayos de botella con adultos de Ae. aegypti........cccceoervienireninineeenn, 50
14. DiSecCiOn de MOSQUITOS. ......ouvitiiet ittt e 52
15. Esquema de determinacion de enzimas detoxificativas........................... 54
16. Extraccion, purificacion y cuantificacionde ADN..............ccoviiiiiiinnen, 57
17. Amplificacion de los alelos especificos para la mutacion 11e1,016............... 58
18. Fragmentacion de los productos amplificados por PCR........................... 59
19. Niveles enzimaticos en larvas de Ae. aegypti luego de ser expuestos al teme-

N
o

. Niveles enzimaticos en Aedes aegypti de Venezuela luego de ser expuestos

al malation durante los afios 2008 y 2010..........oevviiiiiiiiiiieeea, 73

21. Clasificacion de los mecanismos enzimaticos basada en el porcentaje de
especimenes supervivientes que exceden el Umbral de Resistencia.............. 73

22. Tiempo Knockdown cincuenta (TKsg) en Ae. aegypti de Venezuela con
deltametrina durante los afios 2008 y 2010...........c.cooiiiiiiiiiiiiee, 78



23.

24,

25.

26.

27.

Tiempo Letal cincuenta (TLsp) en Ae. aegypti de Venezuela con delta-
metrina durante 10s afios 2008 Yy 2010..........ccoiiriiiiiiiii e 80

Niveles enzimaticos en Aedes aegypti de Venezuela luego de ser expuestos
a la CLso-deltametrina durante los afios 2008 y 2010..............cceevvinennne. 82

Clasificacion de los mecanismos enzimaticos basada en el porcentaje de espe-

cimenes supervivientes que exceden el Umbral de Resistencia................... 83

Niveles enzimaticos en Aedes aegypti de Venezuela luego de ser expuestos
a la DKsp-deltametrina durante los afios 2008 y 2010..............coeeiinnnnne. 86

Geles de agarosa al 3% mostrando los genotipos de la mutacién 1le1,016 en Ae.
aegypti de VeNeZUEIA. ........oviniii 88

Vi



LISTA DE TABLAS

Tabla Pagina
1. Insecticidas evaluados. ...........ooveiniiiiii e 37
2. Concentracion Letal cincuenta y Factor de Resistencia en cuatro sub-pobla-

ciones de Ae. aegypti de Venezuela con el larvicida temefos.................. 64

3. Tiempos Letales cincuenta en Ae. aegypti de Venezuela con el larvicida
M 0S. . e 65

4. Promedio y Desviacion standard de las absorbancias para cada enzima en
larvas de Ae. aegypti expuestas a la CLsp.temefos..............cooveiiiinn. 67

5. Porcentaje de especimenes de las sub-poblaciones de campo que rebasan el
umbral de resistencia determinado en la cepa New Orleans..................... 67

6. Regresion Lineal y R? entre los valores de ClLso.temefos y los niveles
promedios de enzimas (promedio de absorbancia) en hembras de Ae.
aegypti de Venezuela 2008 Y 2010.........ooviniiniiiiiiii e 68

7. Valores de CLsp y FR en Ae. aegypti de Venezuela con malation durante

105 @105 2008 Y 2010, ... ueieiieiit e 69

8. Valores de TLso en Ae. aegypti de Venezuela con malatién durante los afios
2008 ¥ 2000 .. 71

9. Promedio y Desviacién standard de las absorbancias para cada enzima en Ae.
aegypti expuestas al malatién durante los afios 2008 y 2010................... 72
10. Dosis Knockdown cincuenta y Factores de Resistencia al derribo en Ae
aegypti de Venezuela con deltametrina en los afios 2008 y 2010............. 74

11. Concentracién Letal cincuenta y Factor de Resistencia en Ae. aegypti de
Venezuela con deltametrina durante los afios 2008 y 2010................... 76

12. Valores de TKso obtenidos en Ae. aegypti de Venezuela a la dosis mas
cercana a los valores de DKso con deltametrina......................ocoeenne. 77

13. Valores de TLsy obtenidos en Ae. aegypti de Venezuela a la dosis mas

cercana a los valores de CLso con deltametrina....................ocooeenen. 79

14. Promedio y Desviacion standard de las absorbancias para cada enzima en

Ae. aegypti de Venezuela expuestas a la CLsg con deltametrina.............. 81

vii



15.

16.

17.

Regresion Lineal y R? entre los valores de CLsy y los niveles de enzimas
(promedio de absorbancia) en hembras de Ae. aegypti supervivientes luego
de ser expuestas a la deltametrina.................ocooeiiiiiiiiii i, 83
Promedio y Desviacion standard de las absorbancias para cada enzima en
Ae. aegypti de Venezuela expuestas a la DKso con deltametrina............ 85

Regresion Lineal y R entre los valores de DKsp.deltametrina y los niveles
de enzimas (promedio de absorbancia) en hembras de Ae. aegypti de

VENEZUELA. . . .o 89

18. Genotipos y frecuencia del alelo 11e1,016 en Ae. aegypti de Venezuela.......90

19.

Frecuencia del alelo 1le1,016, intervalos de confianza 95% y coeficientes de

endogamia en sub-poblaciones naturales de Ae. aegypti de Venezuela......91

viii



RESUMEN

Se analizé la resistencia a los insecticidas temefos, malation y deltametrina en 4 sub-
poblaciones de Aedes aegypti de Venezuela durante los afios 2008 y 2010 siguiendo
el protocolo de la OMS (1981) y la metodologia de botellas impregnadas Brogdon y
McAllister (1998), asi como los mecanismos de resistencia enzimaticos y mutacion
kdr. Las sub-poblaciones Pampanito (PTO), Tres Esquinas (TE), Lara y Urefia
evaluadas en este estudio mostraron baja resistencia al temefos (FRcs0< 5) en ambos
periodos de investigacion con niveles sobre-expresados de B-esterasas en la sub-
poblacién Lara 2008 y TE para el 2010, asi como MFO para PTO 2008, los cuales no
fueron asociados con la baja resistencia encontrada debido a que no cumplieron los
tres criterios propuestos en este estudio para asociar las enzimas detoxificativas con
la resistencia. Todas las sub-poblaciones mostraron baja resistencia al
organofosforado malation en el 2008 y 2010 con valores de FRciso < 5 y sobre-
expresion de alfa-esterasas cuyo papel en el metabolismo del organofosforado no se
pudo dilucidar en el presente estudio. Con respecto a la deltametrina se observo baja
resistencia al derribo en la sub-poblacion PTO con un FRpkso de 4.9 y moderada
resistencia en las sub-poblaciones TE, Lara y Urefia con valores de FRpkspentre 5y
10 para el 2008. Para el 2010 los valores de DKsy aumentaron significativamente en
todas las sub-poblaciones, pero solo la sub-poblacion Urefia mostro alta resistencia al
derribo, asociando dicha resistencia con la presencia de la mutacion 1le1,016 en el
canal de sodio cuyas frecuencias oscilaron entre 0.01 y 0.37. Resistencia moderada
post-recuperacion a la deltametrina durante el afio 2008 fue observada en la mayoria
de las sub-poblaciones, la cual evoluciono para el 2010 registrandose valores de
FRciso de 9.3 en  PTO y en el resto de las sub-poblaciones valores >10,
correspondiendo a una alta resistencia post-recuperacion al piretroide la cual no se
asocio a los niveles sobre-expresados de GST y MFO. Los resultados obtenidos
evidencian que la resistencia es dindmica en el tiempo y el espacio, por lo que deben
realizarse evaluaciones periddicas que incluyan bioensayos de susceptibilidad y
determinacion de mecanismos asociados a la resistencia a insecticidas para obtener
una informacién completa acerca de la susceptibilidad de la poblacion blanco al
quimico que se desee aplicar, elaborar estrategias para el manejo de la resistencia e
identificar el momento oportuno para rotar los insecticidas con el objetivo de
conservar la susceptibilidad de dicha sub-poblacion.



ABSTRACT

We analyzed the resistance to insecticides temephos, malathion and deltamethrin in 4
sub-populations of Aedes aegypti in Venezuela during 2008 and 2010 following the
WHO protocol (1981) and the methodology Brogdon and McAllister (1998)
impregnated bottles, well as enzymatic resistance mechanisms and kdr mutation.
Sub-populations Pampanito (PTO), Tres Esquinas (TE), Lara and Urefia were
evaluated in this study showed low resistance to temephos (FRciso <5) in both
periods of research with over-expressed levels of B-esterases in the sub-population
Lara and TE for 2008 and 2010 and MFO in PTO 2008, which were not associated
with low resistance encountered because they did not meet the three criteria proposed
in this study to enzymes associated with resistance. All sub-populations showed low
resistance to malathion in 2008 and 2010 with FRciso values <5 and over-expression
of alpha-esterases whose role in the metabolism of organophosphorus could not
figure out in this study. Low knockdown resistance to deltamethrin was observed in
the sub-population PTO (FRpkso 4.9) and moderate resistance in the subpopulations
TE, Lara and Urefia with values FRpkso between 5 and 10 for 2008. The values DKsg
for 2010 were significantly increased in all sub-populations, but only Urefia sub-
population showed high knockdown resistance , associating this resistance with the
presence of the mutation llel, 016 in the sodium channel whose frequencies ranged
0.01 and 0.37. Post-recovery moderate resistance to deltamethrin in 2008 was
observed in most of the sub-populations, which evolved in 2010 recorded 9.3 FR¢|s0
values in PTO and the rest of the sub-populations values> 10, corresponding to a
high resistance to pyrethroid post-recovery which was not associated with over-
expressed levels of GST and MFO. The results show that the resistance is dynamic in
time and space, so it should be periodic evaluations of bioassays including
determining susceptibility and resistance mechanisms associated with insecticide to
get complete information about the susceptibility of the population white to
implement desired chemical, develop strategies for resistance management and
identify the right time to rotate insecticides in order to preserve the susceptibility of
this sub-population.
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5. MATERIALY METODO

5.1 Area de Estudio

Venezuela geopoliticamente esta estructurada en 23 estados, el Distrito Capital y
74 islas en el mar Caribe que constituyen las Dependencias Federales, distribuidos en
nueve regiones:
Regidn Capital: Distrito Capital y estados Vargas y Miranda.
Regidén Central: estados Aragua, Carabobo y Cojedes.
Region Insular: estado Nueva Esparta y Dependencias Federales.
Region Nororiental: estados Anzoategui, Monagas y Sucre.
Regidn Guayana: estados Bolivar, Amazonas y Delta Amacuro.
Regién Centro Occidental: estados Falcdn, Lara, Portuguesa y Yaracuy.
Region Zuliana: estado Zulia.
Region de los Andes: estados Barinas, Mérida, Tachira, Trujillo y municipio de Péez
del estado Apure.
Regidn de Los Llanos: estados Guarico y Apure.

Los estados estan conformados por municipios autdnomos que constituyen la
unidad primigenia de la administracién politica territorial.

El presente estudio comprende sub-poblaciones de Ae. aegypti procedentes de las
localidades Pampanito y Tres Esquinas en el estado Trujillo, Lara en estado Lara y

Urefa en el estado Téchira, al occidente de Venezuela (Fig. 8).

Pampanito: Se encuentra ubicado en el municipio Pampanito en el Estado Trujillo, en
las coordenadas a 924°42” lat., 7029°39” long. El municipio Pampanito se ubica en el
centro del estado Trujillo, cerca de ciudades y poblaciones importantes como: Trujillo,
Valera y Pampan a una altura entre 614 m.s.n.m. Su clima es del tipo tropical de
montafia y tropical de altura con una temperatura variable que oscila entre 20°C y 30°C
y una precipitacion pluvial anual de 1200 mm. La principal actividad economica es la

agricultura.
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total de 30 hembras supervivientes y 30 muertas fueron usadas para la cuantificaciéon de
enzimas detoxificativas. El segundo grupo correspondio a 200 -300 hembras por sub-
poblacién bajo las condiciones de alimentacion y edad anteriormente descritas, las
cuales fueron expuestas a botellas impregnadas con la respectiva DKsy por 1h y
posteriormente retiradas y colocadas en envases libres de insecticidas. Los mosquitos
que fueron capaces de mantener una posicién erguida o de volar luego de 1 hora fueron
aspirados e individualizados en tubos eppendorf y almacenados a -70-C. El resto de los
insectos derribados fueron mantenidos en condiciones de temperatura y humedad
anteriormente mencionadas. A las 4 h los insectos que se recuperaron fueron extraidos y
almacenados, asi como los supervivientes y muertos a las 24 h. Estos mosquitos fueron
seccionados, la cabeza y el térax fueron utilizados para la realizacién de pruebas
enziméticas y el abdomen guardado a -70°C para la posterior extraccion de DNA y

genotipificacion (Fig. 14).

Figura 14. Diseccidn de mosquitos
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5.4.2 Preparacion de homogenatos

Cada larva o mosquito fue homogenizado en 100 pl de buffer fosfato de
potasio0.01 M pH 7.2 y suspendido hasta 2 ml del mismo buffer. Alicuotas de 100 pl
fueron transferidas en pozos de placas de microtitulacion por triplicado. Las alfa y beta-
esterasas, MFO, GST y iIAChE fueron cuantificadas siguiendo la metodologia descrita
Brogdon and McAllister (1998a) usando como referencia la cepa NO. Las absorbancias

fueron medidas con un espectrofotometro ASYS UVM-34 (Austria) y promediadas.

5.4.3 Determinacion de niveles enziméticos

5.4.3.1 Determinacion de Alfa y Beta-esterasas

Se mezclaron 100 pl de alfa o beta naftilacetato (disuelto en acetona y buffer
fosfato) con 100 pl de homogenato de cada insectos en cada pozo de las microplacas y
se incubaron a temperatura ambiente por 20 minutos. Posteriormente se adicion6é 100 pl
de dianisidina tetrazotizada, se incubd durante 4 minutos y se realizaron las lecturas
usando un filtro de 540 nm. Alfa o beta naftil fueron utilizados como controles positivos.

5.4.3.2 Determinacion de MFO

Se mezclaron 100 pl de homogenato con 200 ul 3,3,5,5-tetrametil-benzidina
dihidroclarada (disuelta en metanol y buffer acetato 0.25 M pH 5) en cada pozo de
microplacas y se afiadié 25 ul de peroxido de hidrégeno a 3%. Se incubd por 10 minutos
y se leyd con un filtro de 620nm. Se utilizé6 Citocromo C (de corazén bovino) como
control positivo.

5.4.3.3 Determinacion de GST

Se mezclaron 100 pl de homogenato con 100 pl de glutation reducido y 100 pl 1-
cloro-2,4 dinitrobenzeno (cCDNB) en cada pozo de microplaca y se realizaron lecturas a
una longitud de onda de 340 nm inmediatamente y luego de 10 minutos. La lectura
inicial TO se resté a la lectura realizada a los 10 min (T10).

5.4.3.4 Determinacion de iAchE

Se mezclaron 100 pl de homogenato de cada insecto con 100 pl de acetilcolina
yodada (ACTH)-propoxur en cada pozo de microplacas y 100 pl de &cido ditio-bis-2-

nitrobenzoico (DTNB). Posteriormente se realizaron las lecturas a 414 nm
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inmediatamente (TO) y luego de 20 min de incubacién a temperatura ambiente (T20). Se
restaron los TO a los T20.

5.5 Frecuencia de la mutacion 1le1,016

Se determinaron las frecuencias alélicas de la mutacion 1le1,016 en hembras de
Ae. aegypti de las sub-poblaciones Pampanito, Tres Esquinas, Lara y Urefia en
condiciones naturales durante 2008 y 2010. Adicionalmente, se determind la frecuencia
alélica en los cuatro grupos fenotipicos (no derribados luego de 1h, recuperados a las 4
h y supervivientes y muertos a las 24h) de las sub-poblaciones luego de ser expuestos a
la DKsp Y se establecio la asociacion entre el genotipo y el fenotipo.

HOMOGENATO DEL INSECTO
2 ml de Buffer fosfato ph 7,2

¥

100 pl para cada enzima
CUANTIFICACION DE ENZIMAS Lectura de Abosrbancia

o yP estrasas MFO

-

} sl R
V) .gg:? ¥
u.u:‘:‘: v .P,,;?'
bAI SIS
T X L
WHSEF S I P TIP
WENEFS P AP PP
WA _

Figura 15. Esquema de determinacion de enzimas detoxificativas

5.5.1 Extraccion de ADN
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El ADN gendmico fue extraido de cada mosquito (abdomen o insecto completo)
siguiendo la técnica de extraccion de sales (Black and Munstermann,1996). Los
mosquitos fueron macerados individualmente en 100 ul de buffer de homogenizacion
(0.1M NaCL, 0.2M sacarosa, 0.1 Tris-HCL pH 9.1, 0.006M EDTA y 0.5%
dodecilsulfato de sodio-SDS) utilizando pistilos Kontex en tubos eppendorf de 1.5 ml.
Posteriormente se mezclaron, se centrifugaron por 2 minutos a 14.000 y se incubaron a
65°C por 30 minutos. Después de este periodo se adicionaron 15 pl de acetato de
potasio, se mezclaron, se colocaron a -20°C por al menos 30 min para precipitar el SDS
y se centrifugaron a 14.000 rpm durante 15 min. Los sobrenadantes fueron transferidos
individualmente a nuevos tubos eppendorf estériles de 1.5 ml, se adicionaron 200 pl de
etanol al 100% y se incubaron 10 min a temperatura ambiente para precipitar los acidos
nucleicos. EI ADN fue centrifugado durante 15 min a 14.000 rpm y removido el etanol
cuidadosamente. Posteriormente 200 pl de etanol al 70% fueron agregados al pellet
formado, se centrifugaron a 14.000 rpm por 5 min para remover el exceso de sales, y se
desechd el sobrenadante cuidadosamente para no perder el pellet. Un segundo lavado fue
realizado afiadiendo 200 pl de etanol al 100%, se centrifugd a 14.000 rpm durante 5 min
y se extrajo todo el alcohol. El pellet de ADN se secé usando un Speed-Vac y luego se
resuspendié en 50 ul de buffer TE (0.05M Tris-HCL, 0.05 EDTA, pH 8). La
concentracion y la calidad cada ADN extraido fue medida con un NanoDrop 2000
(Thermo Fisher Scientyfic Inc). Todos los ADN extraidos fueron almacenados a -70 °C
(Fig. 16).

5.5.2 Amplificacion de los alelos especificos PCR.

Para la amplificacion de los alelos Val1,016 e Ile1,016 se realiz6 una sola reaccion
de PCR en tubo (Saavedra et al., 2007). Se prepar6 un Master mix con Buffer 10x, Agua
destilada ultrapurificada, Cloruro de Magnesio 1.5 mM, dANTP’s 25nM, 2 primers “alelo
especificos” a 500 pM/ul: Val1,016 (5-
[GCGGGCAGGGCGGCGGGGGCGGGGCCACAAATTGTTTCCCACCCGCACCG]
3) y 11e1,016 (5-[GCGGGCACAAAT TGTTTCCCACCCGCACTGA]-3') y un primer
anti sentido lle1,016r 5- TGATGAACCSGAATTGGACAAAAGC y Tag polimerasa
5U/ul. En cada tubo de PCR se coloco 1.5 ul de ADN vy se le agregd 23.5 pl del Master
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Mix, se mezclaron por pipeteo y se colocaron en un termociclador Biocycler BIORAD
® programado a 4 ciclos: ler ciclo: 95 °C x 5 min, 2do Ciclo: 95°C x 1min, 60°C x
1min, 72 °C x 1.15 min 29x, 3er Ciclo: 72°C x 10min, 4to Ciclo x 4°C 24 horas (Fig.17).
A la par de los ADN de los mosquitos de las sub-poblaciones bajo estudio, se llevaron
tres controles cada vez que se realiz6 la PCR, los cuales comprendieron: un control
homocigoto susceptible (Vall,016/Vall,016 cepa NO), un homocigoto resistente cepa
IMUS (lle1,016/11e1,016 poblacion resistente Isla Mujeres, México) gentilmente donada
por la Dra. Karla Saavedra y un control negativo que correspondia a agua destilada
ultrapurificada.

Macerado con buffer Incubacion a 65°C Incubacion a -20°C

de extraccion

Precipitacion de ADN d Resuspension de ADN

Cuantificacion de ADN

Figura 16. Extraccion, purificacion y cuantificacion de ADN.

5.5.3 Identificacion de genotipos en Ae. aegypti

La identificacién de genotipos se realiz6 segin Saavedra et al., (2007) mediante
fragmentacion de productos de PCR de alelos especificos del sistema Vall,016lle. Para
ello los productos de PCR, un marcador de peso molecular de 12 bandas (de 25bp a 500
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pb HyperLadder ™V, Bioline) y el control negativo se revisaron en geles de agarosa al
3% disueltos en TBE a los cuales se les afadieron 3 pl de bromuro de ethidio. Para
cargar las muestras en el gel se mezclaron 3 pul de buffer de carga (azul de bromophenol
disuelto en TBE 1X y glicerol) y 6 pl de los productos de PCR y luego se colocaron en
los pozos del gel. La electroforesis se corrié por 20 minutos a 100 voltios y se visualizd
el gel en un transiluminador de luz ultravioleta para lo genotipificacion (Fig.18).

Campana con LUV Termociclador

Figura 17. Amplificacion de los alelos especificos para la mutacion llel,016.

<HIRONORY e

s ST b T W lerc

Productos de PCR Electroforesis Visualizacion de genotipos

Figura 18. Fragmentacién de los productos amplificados por PCR.

5.6 Andlisis de resultados
5.6.1 Dosis, tiempo- mortalidad

Las mortalidades obtenidas en los bioensayos con temefos y malatién tanto en las
sub-poblaciones bajo estudio como en la cepa de referencia NO, fueron analizadas por
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medio log-probit software (Raymond, 1985), basado en Finney (1971) para determinar
la concentracion letal media (CLsp) y tiempo letal medio (TLsp).

Las Dosis knocdkown DKs 0 de derribo fueron determinadas con los insectos
caidos durante la hora de exposicién a la deltametrina, asi como el Tiempo Knockdown
cincuenta (TKsp) y las CLsoy TLsp con estos valores y con los obtenidos luego 1h, 2h,
4h de exposicion y 24 h posteriores a la exposicion de los mosquitos.

Los intervalos de confianza fueron calculados con una a = 0.05 y se determin6 la
diferencia significativa entre los valores en base al traslape de los mismos. Las
mortalidades fueron corregidas mediante la formula de Abbott (1925) cuando se
observo mortalidad en el grupo control.

Los Factores de Resistencia (FRsp) fueron calculados dividiendo los valores de las
CLsp 0 TLso de las sub-poblaciones bajo estudio entre los obtenidos en la cepa
susceptible New Orleans. Con el insecticida deltametrina también se calcularon los
Factores de Resistencia al derribo (FRpkso), dividiendo DKsy de la sub-poblacion bajo
estudio entre los obtenidos en la cepa de referencia New Orleans.

Se utilizo el criterio propuesto por Mazzarri y Georghiou (1995) para clasificar la
resistencia como: alta resistencia cuando el valor de FR> 10, moderada resistencia entre

5y 10 y baja resistencia cuando el FR< 5.

5.6.2 Anélisis de Enzimas detoxificativas

Obtenidos los datos de absorbancias para cada enzima, se cred una base de datos
en Excel y se calcul6 el promedio de los valores de absorbancia por insecto.
Posteriormente fue llevada a cabo la prueba de ANOVA (o = 0.05) y la prueba de Tukey
(oo = 0.05) para determinar diferencias significativas entre los niveles enzimaticos en las
larvas supervivientes y muertas luego de ser expuestas al temefos en las sub-poblaciones
estudiadas con respecto a la cepa de referencia, asi como en las hembras supervivientes
y muertas luego de ser expuestas a los insecticidas malation y deltametrina.

El umbral de resistencia correspondid a la maxima absorbancia de la enzima en
los especimenes supervivientes de la cepa NO el cual fue comparado con los
supervivientes de las sub-poblaciones estudiadas y usado para clasificar los mecanismos

enzimaticos como no alterado (NA), incipientemente alterado, o alterado si menos del
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15% de los especimenes exceden el umbral, entre 15y 50% o cuando mas del 50%
excede este umbral, respectivamente (Montella et al., 2007).

Analisis de regresion lineal fueron realizados entre los valores de las CLso y los
niveles enzimaticos (promedio de absorbancia) de las hembras supervivientes, asi como
entre los valores de DKz y los niveles enzimaticos. La prueba de R? fue llevada a cabo
para conocer el grado de asociacion entre ambas variables.

Finalmente tres criterios fueron considerados para determinar si un mecanismo
enzimatico estuvo involucrado con la resistencia encontrada: 1) mas del 50% de los
especimenes supervivientes de la sub-poblacion estudiada excedieran el umbral de
resistencia, 2) el valor promedio de la absorbancia de la enzima sea superior en los
especimenes supervivientes que en los muertos dentro de una sub-poblacién y a su vez
superior a los supervivientes de la cepa NO (p<0.05); y 3) que exista alta correlacion

significativa entre los valores de CLs y los niveles enzimaticos.

5.6.3 Célculo de frecuencias de la mutacion "kdr" 11e1,016
Las frecuencias genotipicas (f) fueron calculadas dividiendo el numero de
mosquitos con el genotipo a calcular entre el total de mosquitos analizados:
1.- Frecuencia del genotipo homocigoto susceptible Val1,016/Val1,016 (fGG)
(fGG ) Numero de mosquitos /Numero de mosquitos analizados
2.- Frecuencia del genotipo homocigoto resistente 1le1,016/Ile1,016 (fAA)
(fAA) NUmero de mosquitos / Numero de mosquitos analizados
3.- Frecuencia del genotipo heterocigoto Val1,016/1le1,016 (fGA)
(fGA) Numero de heterocigotos / Numero de mosquitos analizados
Las frecuencias alélicas se calcularon sumando la frecuencia genotipica de los
heterocigotos entre dos mas la frecuencia de los homocigotos:
1.- p= fGG + (fGA/2) Frecuencia alélica de Val1,016
2.- = fAA + (fGA/2) Frecuencia alelica de 111,016

La comprobacion del Equilibrio Hardy-Weinberg se suele llevar a cabo utilizando

la prueba de xz

Xz = Z(O-E)Z/E donde: O son los genotipos observados y E los genotipos

esperados, los cuales se calcularon segun formula de Hedrick (2011):
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